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Carboxamid-substituierte Farbstoffe fur analytische Anwendungen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Carboxamid-substituierte 
Farbstoffe, deren Herstellung und auf die Verwendung solcher Farbstoffe 
als Markierungsgruppen in der Analytik. 

Farbstoffe aus der Klasse der Xanthen- und Triphenylmethanfarbstoffe 
sowie verwandte Derivate werden aufgrund ihrer sehr guten spektralen 
Eigenschaften bevorzugt in der chemischen, biologischen und 
medizinischen Analytik als Markierungsgruppen eingesetzt (J. Slavik, 
Fluorescent Probes in Cellular and Molecular Biology, CRC Press, Boca 
Raton, Ann Arbor, London, Tokyo, 1994). Farbstoffe aus verwandten 
Klassen der Carbopyronine und Amidopyrylium-Farbstoffe werden 
beschrieben in WO 00/64986 und WO 00/64987. Dabei spielen vor allem 
Farbstoffe mit einer sehr hohen Fluoreszenzquantenausbeute eine wichtige 
Rolle, da uber die Fluoreszenz ein sehr empfindlicher Nachweis des 
markierten Analyten moglich ist. Aber auch nicht-fluoreszierende Derivate 
gewinnen zunehmend als Quencher in speziellen Verfahren Bedeutung. 

Zur Verwendung als Markierungsgruppen in Nachweisverfahren fur 
Analyten ist neben einer einfachen und zuverlassigen Nachweisbarkeit eine 
gute Loslichkeit in verschiedenen Losungsmitteln, insbesondere in 
wassrigen Systemen, erforderlich. Weiterhin sollten derartige Verbindungen 
einfach und kostengunstig herzustellen sein und eine hohe Stabilitat und 
Lagerfahigkeit aufweisen. 

Viele Farbstoffe aus den oben genannten Farbstoffklassen besitzen eine 
Carboxylgruppe, die aufgrund ihrer Position und der Molekulstruktur in 
Abhangigkeit von Losungsmittelumgebung und pH-Wert, z.B. bereits in 
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neutraler oder schwach basischer Losung, zur Bildung eines farblosen 
Lactons Anlass gibt. Vgl. dazu etwa K.H. Drexhage, Structure and 
Properties of Laser Dyes, in: F.P. Schafer, Topics in Applied Physics, Vol. 
1, Dye Lasers, Springer- Verlag, Berlin, Heidelberg, New York, 1973. 

5 

Bei der ublichen kovalenten Kopplung, z.B. uber einen Aktivester, einer 
derartigen Carboxylgruppe an die primare Aminogruppe eines Analyten 
(Peptid etc.) entsteht ein Saureamid, das sich sofort gemaS dem folgenden 
Schema zu einem Lactam umlagert: 

10 



15 




Farbstoff Lactam: farblos 

20 

Dieses ist jedoch unter physiologischen Bedingungen farblos, so dass die 
Farbstoff markierung f ehlschlagt. Das heiBt, der markierte Analyt kann nicht 
durch die Absorption und/oder Fluoreszenz der Markierungsgruppe 
nachgewiesen werden. Viele bekannte und leicht zugangliche Farbstoffe 
25 (z.B. Rhodamine) scheiden deshalb fur die Verwendung als Marker- 
Farbstoffe aus. Diese Schwierigkeit lieS sich bisher nur dadurch umgehen, 
dass man zusatzliche Kopplungsgruppen in das Farbstoffmolekul eingefuhrt 
hat. Die dazu erforderlichen Vorprodukte sind jedoch meist schwer 
zuganglich und erfordern aufwandige Syntheseschritte. 



30 
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WO 02/055512 offenbart die Herstellung von Amid-Derivaten von 
Fluorescein-Farbstoffen, wobei die Carbonsauregruppe zunachst bei 
hoheren Temperaturen zu einem Aktivester umgesetzt und dann der 
Aktivester mit einem sekundaren Amin in einem wassrigen 
Losungsmittelgemisch zur Reaktion gebracht wird. Das Verfahren gemaS 
WO 02/055512 ist nur anwendbar auf Fluorescein und seine Derivate und 
kann nicht auf andere Farbstoffklassen ubertragen werden. Insbesondere 
sind die offenbarten Verfahrensbedingungen, wie Temperatur und 
verwendete Losungsmittel, nicht auf Amino- oder/und Iminogruppen- 
enthaltende Verbindungen, wie beispielsweise Rhodamine, anwendbar, 
Zum einen ftihren die bei der Aktivesterbildung eingestellten Temperaturen 
zu Neben- und Zersetzungsprodukten, zum anderen kann das bei der 
Umsetzung des Aktivesters mit einem Amin als Losungsmittel verwendete 
Wasser mit dem Aktivester reagieren, was wiederum unerwunschte 
Produkte zur Folge hat. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, Lacton- bzw. 
Lactam-bildende Farbstoffe mit unterschiedlichen f unktionellen Gruppen auf 
einfache Weise so zu modifizieren, dass sie als Marker in verschiedenen 
Bereichen Verwendung finden konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe durch Bereitstellung eines Carboxamid- 
substituierten Farbstoffs der allgemeinen Formel (I) 



CONRgRe 
F*4 
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wobei 



Y = Sauerstoff, Schwefel, Selen, CR a R b , NR C , eine direkte Verknupfung 
oder -R 14 und -R 15 darstellt; 

Rv R 3' R 4 unabhangig Wasserstoff, Halogen (wie Fluor, Chlor, Brom, Jod), 
-O e , eine Hydroxygruppe, Thiolgruppe, Arninogruppe, Ammoniumgruppe, 
Sulfogruppe, Phosphogruppe, Nitrogruppe, Carbonylgruppe (z.B. Keto-oder 
Aldehydgruppe), Carboxygruppe, ein Carbonsaurederivat (wle Carboxylat, 
Ester, Halogenid, Amid, Anhydrid), Nitrilgruppe, Isonitrilgruppe, 
Cyanatgruppe, Isocyanatgruppe, Thiocyanatgruppe, Isothiocyanatgruppe 
oder einen geradkettigen, verzweigten oder cyclischen gesattigten oder 
ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 40 Kohlenstoffatomen 
darstellen; 

R a/ R b/ R c und R 14/ R 15 unabhangig die gleichen Bedeutungen haben, wie es 
fur R 1# R 3/ R 4 definiert ist; 



darstellt, wobei 

R 7 r R 8 * R9 unabhangig Wasserstoff oder einen geradkettigen, verzweigten 
oder cyclischen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit 
bis zu 40 Kohlenstoffatomen darstellen; oder 
zusammen mit R 2 



darstellt, wobei 

R 10 , R n , R 13 die gleichen Bedeutungen haben, wie es fur R lf R 3 , R 4 definiert 
ist; 



R 




oder 





® 

°— Rie 



oder 
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darstelit, wobei 

R 16 , R 17 , R 1B die gleichen Bedeutungen aufweisen, wie es fur R 7f R 8 , R 9 
definiert ist; 

R 5# R 6 unabhangig einen geradkettigen, verzweigten oder cyclischen 
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit bis zu 40 
Kohlenstoffatomen darstellen; 

Cyc1 einen organischen Rest darstelit, der ein Ringsystem urnfasst, 
ausgewahlt aus aromatischen, heteroaromatischen, chinoiden und 
cycloaliphatischen Ringen; 

Cyc2 einen organischen Rest darstelit, der ein Ringsystem urnfasst, 
ausgewahlt aus aromatischen, heteroaromatischen, chinoiden und 
cycloaliphatischen Ringen; 

wobei jeder der Reste in der Verbindung gemaB Formel (I) mit einem oder 
mehreren benachbarten Resten ein Ringsystem bilden kann; 
und X, wenn es zum Ladungsausgleich erforderlich ist, ein oder mehrere 
ein- oder mehrwertige Anionen darstelit; 

mit der MaSgabe, dass in der allgemeinen Formel (I) nicht gleichzeitig 

Y = Sauerstoff 

Cyc1 = Phenyl oder substituiertes Phenyl, 

Cyc2 = Hydroxy-, Ether- oder Ester-substituiertes Phenyl 

und 

R 2 = O 
darstellen. 

Vorzugsweise sind die Substituenten in der allgemeinen Formel (I) so 
gewahlt, dass nicht gleichzeitig 

Y = Sauerstoff 

Cyc1 = Phenyl oder substituiertes Phenyl, 
Cyc2 = Phenyl oder substituiertes Phenyl 
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und 



r = O oder 



wenn R 7 oder/und R 8 kein Ringsystem mit benachbarten Substituenten 

bildet, 

darstellen. 



Uberraschenderweise gelang es, unterschiedlich f unktionalisierte Farbstoff e 
gemafc der allgemeinen Formel (I) bereitzustellen, weiche sehr gute 
spektrale Eigenschaften, wie Lage der Absorptions- und 
Fluoreszenzbanden, hohe Extinktionskoeffizienten sowie hohe 
Fluoreszenzquantenausbeuten und Stabilitaten aufweisen. Der Nachteil der 
Lacton- bzw. Lactambildung, der bei gewohnlich verwendeten Carboxyl- 
substituierten Farbstoffen auftritt, wird durch die Generierung von 
sekundaren Amidgruppen verhindert. 

Es hat sich gezeigt, dass aufcerdem durch die Einfuhrung von 
verschiedenen Resten an der Amid-Gruppe die Eigenschaften des 
Farbstoffs gesteuert werden konnen. So kann beispielsweise die Lipophilie 
des Farbstoffs durch Einfuhrung von langen Alkylketten als Reste an der 
Amidgruppe erhoht werden. Andererseits kann durch Einfuhrung von z.B. 
Zucker-Resten oder anderen polaren Gruppen die Hydrophilie des Farbstoffs 
erhoht werden. Dadurch lassen sich auf einfache Weise die Eigenschaften, 
wie das Loslichkeitsverhalten, modulieren. Des Weiteren konnen an der 
Amidgruppe verschiedene Linker eingebaut werden, um den Farbstoff iiber 
diese Linker z.B. an einen nachzuweisenden Analyten, wie ein Peptid oder 
ahnliches, koppeln oder konjugieren zu konnen. 

ErfindungsgemaS umfassen die Kohlenwasserstoffgruppen Alkylgruppen, 
Alkenylgruppen, Alkinylgruppen, Cycloalkylgruppen, Arylgruppen und 
Heteroarylgruppen. Diese Gruppen konnen Heteroatome, wie Sauerstoff, 
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Schwefel oder/und Stickstoff, enthalten. Des Weiteren konnen an diese 
Gruppen weitere Substituenten gebunden sein, die vorzugsweise 
ausgewahlt sind aus Halogen (wie Fluor, Chlor, Brom, Jod), -O e , einer 
Hydroxygruppe, Thiolgruppe, Aminogruppe, Ammoniumgruppe, 
Sulfogruppe, Phosphogruppe, Nitrogruppe, Carbonylgruppe (z.B. Keto- oder 
Aldehydgruppe), Carboxygruppe, einem Carbonsaurederivat (z.B. 
Carboxylat, Ester, Carbonsaurehalogenid, -amid, -anhydrid), einer 
Nitrilgruppe, Isonitrilgruppe, Cyanatgruppe, Isocyanatgruppe, 
Thiocyanatgruppe, Isothiocyanatgruppe, lminogruppe,lminiumgruppe, 
Alkoxygruppe, Ethergruppe, Thioethergruppe und geradkettigen, 
verzweigten oder cyclischen gesattigten oder ungesattigten 
Kohlenwasserstoffgruppen mit bis zu 40 Kohlenstoffatomen. 

Der Ausdruck "Alkylgruppen" umfasst dabei geradkettige oder verzweigte 
CrC^-Alkylgruppen, vorzugsweise C 2 -C 35 -Alkylgruppen, mehr bevorzugt 
C 5 -C 30 -Alkylgruppen, noch mehr bevorzugt C 8 -C 20 -Alkylgruppen. 
Beispielsweise sind die Alkylgruppen ausgewahlt aus Methyl, Ethyl und 
geradkettigen oder verzweigten Propyl-, Butyl-, Hexyl-, Decyl-, Dodecyl- 
und Octadecylgruppen. 

Die "Alkenylgruppen" umfassen geradkettige oder verzweigte CrC^- 
Alkenylgruppen mit ein oder mehreren Doppelbindungen an beliebiger Stelle 
des Kohlenwasserstoffrestes. Je nach Kettenlange sind 1-10, 2-8 oder 4-6 
Doppelbindungen pro Rest bevorzugt. Die Alkenylreste weisen 2-40, 
vorzugsweise 4-35, mehr bevorzugt 8-25, noch mehr bevorzugt 15-20 
Kohlenstoffatome auf . Beispiele fur geeignete Alkenylgruppen sind Ethenyl, 
Propenyl, Butenyl, Hexenyl, Decenyl, Dodecenyl und Octadecenyl. 

In den geradkettigen oder verzweigten Alkinylresten liegen entsprechend 
ein oder mehrere Dreifachbindungen an beliebiger Position des 
Kohlenwasserstoffrestes vor. Je nach Kettenlange sind 1-10, 2-8 oder 4-6 
Dreifachbindungen pro Rest bevorzugt. Die Alkinylreste weisen 2-40, 
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vorzugsweise 4-35, mehr bevorzugt 8-25, noch mehr bevorzugt 15-20 
Kohlenstoffatome auf . Beispiele fur geeignete Alkinylgruppen sind Ethinyl, 
Propinyl, Butinyl, Hexinyl, Decinyl, Dodecinyl und Octadecinyl. 

Die Cycloalkylgruppen konnen gesattigt oder ungesattigt sein, d.h. 
gegebenenfalls ein oder mehrere Doppel- oder/und Dreifachbindungen 
aufweisen. Bevorzugt sind C 3 -C4o-Cycloalkylgruppen, mehr bevorzugt C 3 - 
C 20 -Cycloalkylgruppen, noch mehr bevorzugt C 4 -C 12 -Cycloalkylgruppen, 
noch mehr bevorzugt C 5 - oder C 6 -Cycloalkylgruppen. Insbesondere sind 
geeignete Cycloalkylgruppen ausgewahlt aus Cyclopropyl, Cyclobutyl, 
Cyclopentyl, Cyclopentenyl, Cyclohexyl, Cyclohexenyl, Cyclohexadienyl 
und Cyclooctyl- Des Weiteren konnen die Ca-C^-Cycloalkylgruppen 
uberbruckt sein und bicyclische bzw. polycyclische Verbindungen bilden. 
Beispiele fur polycyclische Reste sind Norbornan-, Norbornen- und Bicyclo 
[3.2.2]octyI-Reste bzw. die jeweiligen substituierten Derivate davon. Die 
Cycloalkylgruppen schlieSen auBerdem aliphatische Heterocyclen ein, wie 
z.B. Tetrahydropyrrole Piperidin-, Dioxan-, Tetrahydrofurangruppen. 

Bevorzugte Arylreste sind Ca-C^-Arylgruppen, mehr bevorzugt C 6 -C 20 - 
Arylgruppen und C 10 -C 14 -Arylgruppen. Beispiele fur geeignete Arylgruppen 
sind Phenyl-, Naphthyl-, Anthracen- und Phenanthrengruppen. 

Die Heteroarylgruppen stellen aromatische Reste mit 3-40 
Kohlenstoffatomen dar, die ein oder mehrere Heteroatome aufweisen, 
wobei die Heteroatome ausgewahlt sind aus Sauerstoff, Schwefel und 
Stickstoff. Vorzugsweise enthalten die Heteroarylgruppen 1-10, bevorzugt 
2-6, mehr bevorzugt 3-5 Heteroatome. Die Heteroarylgruppen enthalten 3- 
40, insbesondere 3-18, mehr bevorzugt 4-14, noch mehr bevorzugt 5-8 
Kohlenstoffatome. Beispiele fur geeignete Heteroarylgruppen sind Pyrrol-, 
Pyridin-, Pyrimidin-, Indol-, Furan-, Thiophen- und Thiazolgruppen. 
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Kohlenwasserstoffgruppen, die Heteroatome enthaiten, sind z.B. 
Heteroatom-enthaltende Alkylgruppen, z.B. geradkettige oder verzweigte 
CVC^-Alkoxygruppen, vorzugsweise C.,-C 18 -Alkoxygruppen, rnehr 
bevorzugt C 2 -C 14 -Alkoxygruppen, noch mehr bevorzugt C 6 -C 12 - 
Alkoxygruppen. Beispiele fur geeignete Alkoxygruppen sind Methoxy, 
Ethoxy, geradkettiges oder verzweigtes Propoxy, Butoxy, Decoxy und 
Undecoxy. 

Beispiele fur Heteroatom-enthaltende Arylgruppen sind Aryloxygruppen, 
wie beispielsweise Phenoxy und Naphthoxy. 

Heteroatom-enthaltende Kohlenwasserstoffreste gemalS der vorliegenden 
Erfindung umfassen des Weiteren z.B. Carbonylgruppen (wie Keto- oder 
Aldehydgruppen), Carbonsauren, Carbonsaurederivate (wie Halogenide, 
Ester, Amide, Anhydride, Caboxylate), Ether, Thioether und 
Alkoxycarbonylgruppen, welche entsprechend 1-40 Kohlenstoffatome, 
bevorzugt 2-35, mehr bevorzugt 5-30 und auch bevorzugt 8-20 
Kohlenstoffatome enthaiten. 

ErfindungsgemaB konnen auch Cyc1 und Cyc2 weiter substituiert sein, 
wobei die Substituenten vorzugsweise ausgewahlt sind aus Halogen (wie 
Fluor, Chlor, Brom, Jod), -O e , einer Hydroxygruppe, Thiolgruppe, 
Aminogruppe, Ammoniumgruppe, Sulfogruppe, Phosphogruppe, 
Nitrogruppe, Carbonylgruppe (z.B. Keto- oder Aldehydgruppe), 
Carboxygruppe, einem Carbonsaurederivat (wie Carboxylat, Ester, 
Halogenid, Amid, Anhydrid), einer Nitrilgruppe, Isonitrilgruppe, 
Cyanatgruppe, Thiocyanatgruppe, Isocyanatgruppe, Isothiocyanatgruppe, 
Iminogruppe, Iminiumgruppe, oder einer wie oben definierten 
geradkettigen, verzweigten oder cyclischen ungesattigten oder gesattigten 
Kohlenwasserstoffgruppe mit gegebenenfalls ein oder mehreren 
Heteroatomen. 
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Jeder der in dem erfindungsgemaBen Carboxamid-substituierten Farbstoff 
der allgemeinen Formel (I) enthaltenen Reste kann gegebenenfalls mit 
einem oder mehreren benachbarten Resten ein Ringsystem ausbilden. Das 
Ringsystem enthalt vorzugsweise 5- oder/und 6-giiedrige Ringe. Bevorzugt 
bilden R, mit R 8 oder/und R 3 mit R 7 oder R n mit R 17 oder/und R 13 mit R 16 ein 
solches Ringsystem aus. 

Die gegebenenfalls zum Ladungsausgleich erforderlichen Anionen konnen 
ausgewahlt sein aus anorganischen oder/und organischen Anionen, wie 
z.B. Halogeniden, Sulfaten, Carbonaten, Phosphaten, Sulfiten, Sulfiden, 
Hydroxiden, Alkoxiden, Carboxylaten, Nitraten, Nitriten etc. 



Vorzugsweise handelt es sich bei den erfindungsgemaBen Carboxamid- 
substituierten Farbstoff en der allgemeinen Formel (I) um Farbstoff e, in 
welchen Cyc2 in Formel (I) einen Stickstoff-enthaltenden Heterocyclus oder 
ein Ringsystem darstellt, welches mit mindestens einer Aminogruppe 
substituiert ist. Dabei ist weiterhin bevorzugt, dass R 2 

darstellt, 

oder dass R 2 mit R, zusammen 




bildet, 



wobei es besonders bevorzugt ist, wenn R, 
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bedeutet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung weist 
Cyc2 in Formel (I) eine der Strukturen (A), (B) # (C), (D), (E), (F), (G) (H) 
oder (J) auf: 
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wobei R jeweils unabhangig wie R lf R 3 , R 4 definiert ist, 

R 19 , R 20 und R 22 , R 23 unabhangig wie R 7 , R B definiert sind; und 

R 21 wie R 7 definiert ist und die gestrichelten Linien gegebenenfalls 

Doppelbindungen bedeuten, bei deren Vorhandensein die fiber eine 

gestrichelte Linie gebundenen Reste fehlen. Die Substrukturen (A) bis (J) 

sind so an die ubrige Ringstruktur der Formel (I) kondensiert, dass die 

Verknupfungsstellen durch Einfach- oder Doppelbindungen miteinander 

verbunden sind. Bevorzugt liegen zwischen den Verknupfungsstellen 

Doppelbindungen vor. 

In den Strukturen (A) bis (J) konnen benachbarte Substituenten 
gegebenenfalls weitere Ringsysteme wie oben definiert ausbilden. Dabei 
bilden bevorzugt die Reste R 19/ R 20 und R 22 , R 23 mit den jeweilig 
benachbarten Resten R Ringsysteme, die 5- oder/und 6-gliedrige Ringe 
umfassen, welche gegebenenfalls weitere Heteroatome enthalten konnen. 
Es ist besonders bevorzugt, dass Cyc2 eine der Strukturen (A), (D), (E), (F), 
(G),(H) oder (J) aufweist. 

Die ausgehend von R 7 bzw. R 8 mit benachbarten Substituenten gebildeten 
Ringsysteme fuhren vorzugsweise zu folgenden Systemen (K), (L), (M), (N) 
oder (O): 
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5 




10 

wobei R jeweils unabhangig wie R 1f R 3 , R 4 definiert ist, 
und die gestrichelten Linien gegebenenfalls Doppelbindungen bedeuten, bei 
deren Vorhandensein die uber eine gestrichelte Linie gebundenen Reste 
fehlen. Auch in den Substrukturen (K) bis (O) konnen benachbarte 
15 Substituenten weitere Ringsyssterne wie oben definiert ausbilden. 



In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
stellt R 2 in Formel (I) zusammen mit R n 




25 dar. Besonders bevorzugt ist dabei die Gruppe der Farbstoffe, bei denen R 12 
Sauerstoff oder 

R17 



30 darstellt. 
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Bevorzugte Verbindungsklassen der vorliegenden Erfindung gemaB Formel 
(I) sind in den Formeln (la) bis (Ih) dargestellt: 
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wobei die Bedeutungen der Reste wie oben definiert sind. 

In den erfindungsgema&en Verbindungen stellt Cyc1 einen gegebenenfalls 
substituierten organischen Rest dar, der ein Ringsystem umfasst, das 
vorzugsweise ausgewahlt ist aus substituiertem und unsubstituiertem 
Phenyl, Naphthyl, Pyridyl und CyclohexyL 

In den Carboxamid-substituierten Farbstoffen der allgemeinen Formel (I) der 
vorliegenden Erfindung weisen die Reste R 5 oder/und R 6 der 
Carboxamidgruppe vorzugsweise einen Substituenten auf , der geeignet ist, 
um an andere Molekule zu koppeln. Besonders bevorzugt kann uber einen 
solchen Substituenten eine kovalente Kopplung erreicht werden. Geeignete 
Substituenten an R 5 oder/und R 6 sind eine Carboxylgruppe, Aminogruppe, 
Hydroxylgruppe, Thiolgruppe, Cyanogruppe, Halogengruppe oder/und 
Gruppen mit ungesattigten Einheiten, wie z.B. Doppel- und 
Dreifachbindungen. Mittels dieser Funktionalitat konnen die 
erfindungsgemaSen Farbstoffe beispielsweise an Biomolekule oder Trager 
gebunden werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform stellt mindestens einer der Reste R 5 
und R 6 eine Carboxy-substituierte Alkylgruppe dar, wobei der nicht mit 
einer Carboxylgruppe substituierte Rest vorzugsweise eine Alkylgruppe 
darstellt. 

Durch Variation der Reste in den erfindungsgemaBen Carboxamid- 
substituierten Farbstoffen der Formel (I), insbesondere der leicht 
einfuhrbaren Reste R 5 oder/und R 6 , konnen auSerdem die Eigenschaften der 
resultierenden Farbstoffmolekule hinsichtlich Loslichkeit und 
Fluoreszenzeigenschaften auf einfache Weise eingestellt und modifiziert 
werden. 
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Tragen R 5 oder/und R 6 z.B. Iangere Alkylketten (z.B. Tab. 2, Verb. 56 und 
57), so erhoht sich der lipophile Charakter, und die Verbindung ist in 
unpolaren Medien und Membranen loslich und kann so beispielsweise zum 
Nachweis von Membraneigenschaften oder zu molekularen 
Abstandsmessungen eingesetzt werden. 

Die Wasserloslichkeit eines Farbstoffs lasst sich beispielsweise verbessern, 
wenn R 5 oder/und R 6 etwa Sulfon- oder Phosphonsauregruppen tragen 
(z.B. Tab. 2, Verb. 55) oder uber Polyetherketten verfugen. Letztere 
machen die Verbindung auch in vielen organischen Losungsmitteln besser 
loslich. Eine Art spezieller Polyether stellen etwa die fur den 
fluoreszenzsensitiven Kationennachweis verwendeten Kronenether dar, die 
als Aza-Derivate auch uber die Carboxamid-Methode an Farbstoffmolekule 
gekoppelt werden konnen (z.B. Tab. 2, Verb. 53). 

Weiterhin konnen beispielsweise Zuckerreste als R 5 oder/und R 6 eingefuhrt 
werden, wodurch eine hohe Wasserloslichkeit erreicht werden kann (siehe 
z.B. Tab. 2, Verb. 51 NK67). 

In den erfindungsgemaSen Farbstoffen wird auISerdem der Vorteil erreicht, 
dass durch unterschiedliche Bedeutungen von Y die Eigenschaften der 
Carboxamid-substituierten Farbstoffe je nach Verwendungszweck variiert 
werden konnen. So weisen beispielsweise Verbindungen mit Y = Selen die 
Eigenschaft auf, dass sie Fluoreszenz ausloschen. Solche Verbindungen 
sind u.a. wertvoll als Fluoreszenzquencher in der Bioanalytik. 

Verbindungen mit Y = CR a R b dagegen fuhren beispielsweise zu einer 
langwelligen Verschiebung in den roten Bereich verglichen mit Fluorescein 
bzw. entsprechenden Xanthen-Farbstoffen, wie Rhodaminen. Solche 
Verbindungen sind u.a. nutzlich, um starkes Untergrundrauschen bei der 
Detektion, wie es herkommlich verwendete Farbstoff-Derivate aufweisen, 
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zu vermeiden. Beispiele solcher erfindungsgema&en Verbindungen sind die 
Verbindungen 13 und 14 aus Tabelle 1 (NK65, NK66). 

Farbstoffe, die der allgemeinen Formel (I) mit Y = -R 14 und -R 15 
5 entsprechen, sind ebenfalls nCitzlich als Fluoreszenzquencher in der 
Analytik. Beispiele fur solche Carboxamid-substituierten Triphenylmethan- 
Farbstoffe sind die erfindungsgemaSen Verbindungen 29 und 30 in Tabelle 
1 (NK88, NK 89). 

10 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein multichromophores 
System, in welchem ein Carboxamid-substituierter Farbstoff gemaB der 
allgemeinen Formel (I) uber R 5 oder/und R 6 an ein oder mehrere weitere 
Farbstoffmolekule gekoppelt ist. 

1 5 Vorzugsweise stellt das multichromophore System gemaS der Erfindung ein 
System dar, in welchem ein weiteres Farbstoffmolekul gemaS der 
allgemeinen Formel (I) an einen erfindungsgemaSen Carboxamid- 
substituierten Farbstoff gekoppelt ist. Ein Beispiel fur ein solches 
bichromophores System ist Verbindung 59 in Tabelle 3 (NK69). 

20 

Es ist bevorzugt, dass die Kopplung an den oder die weiteren Carboxamid- 
substituierten Farbstoffe uber jeweils den Rest R 5 oder/und R 6 erfolgt. 
Beispielsweise werden die Stickstoffatome der Carboxamidgruppe in den 
Farbstoffeinheiten uber Alkylketten verknupft. 

25 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des multichromophoren Systems 
gemaS der Erfindung ist ein bichromophores System der Formel (III). 



30 
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worin die Reste wie oben definiert sind und R 24 , R 25 und 

^26' ^27 Wie R7/ ^8 

definiert sind, wobei n unabhangig 0, 1, 2 oder 3 und m 0, 1, 2, 3 oder 4 
bedeuten. 

In den multichromophoren, insbesondere bichromophoren Systemen gemalS 
der vorliegenden Erf indung findet eine Energieubertragung (FRET) zwischen 
den Farbstoffmolekiilen statt, wodurch bestimmte spektroskopische 
Eigenschaften erzielt werden konnen. 

Die erf indungsgemafcen Carboxamid-substituierten Farbstoff e zeichnen sich 
insbesondere dadurch aus, dass sie die bei herkommlichen 
Carboxylgruppen-substituierten Farbstoffen auftretende Lacton- bzw. 
Lactambildung nicht zeigen. Durch die Einfuhrung der Carboxamid-Gruppe 
kann ferner erreicht werden, dass die Farbstoff molekule variabel 
funktionalisiert werden konnen, und somit fur verschiedenste 
Anwendungen, wie analytische Verfahren, hervorragend geeignet sind. 
Oberraschenderweise werden durch die Einfuhrung der Carboxamid-Gruppe 
die sehr guten spektralen Eigenschaften der Ausgangsfarbstoffe, also die 
Absorptions- und Fluoreszenzbanden, die hohen Extinktionskoeffizienten 
sowie hohe Fluoreszenzquantenausbeuten und Stabilitat nicht wesentlich 
verandert. Bei einigen Farbstofffen wurde lediglich beobachtet, dass das 
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Absorptions- und Fluoreszenzmaximum der Farbstoffe urn durchschnittlich 
10 nm langwellig verschoben wird. 

Des Weiteren wurde im Rahmen der vorliegenden Erf indung gefunden, dass 
ein Farbstoff mit einer entsprechenden zur Lacton- bzw. Lactambildung 
neigenden Carboxylgruppe {Formel (ID) durch einfache Umsetzung eines 
zuvor aus der Carboxylgruppe gebildeten aktivierten Derivats des 
Farbstoffs mit einem sekundaren Amin in gangigen Losungsmitteln, wie 
Acetonitril oder DMF, zu dem gewiinschten erfindungsgemaSen 
Carboxamid-substituierten Farbstoff der allgemeinen Formel (I) reagiert. 
Dabei ist erstaunlich, dass die Amfd-Bildung selbst bei variierenden 
sterischen und elektronischen Verhaltnissen in dem Farbstoff- Vorlaufer in 
guten Ausbeuten verlauft. Insbesondere war nicht zu erwarten, dass sich 
Carboxylgruppen-enthaltende Farbstoffe, welche sich hinsichtlich der 
elektronischen Verhaltnisse in dem Farbstoffmolekul wesentlich von 
Fluorescein-Derivaten unterscheiden f dennoch erfolgreich zu den 
erfindungsgemaBen Carboxamid-substituierten Farbstoff en umwandeln 
lassen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist daher ein Verfahren 
zur Herstellung von Carboxamid-substituierten Farbstoffen der allgemeinen 
Formel (I), umfassend die Schritte: 

(a) Oberfuhren der Carboxylgruppe eines Farbstoffs der allgemeinen 
Formel (ID 
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wobei die Reste wie oben angegeben definiert sind, 
in eine aktivierte Form; 

(b) Umsetzen des in Schritt (a) erhaltenen aktivierten Farbstoffs mit 
einem sekundaren Amin HNR 5 R 6 ; und 

(c) gegebenenfalls Isolieren des in Schritt (b) erhaltenen Carboxamid- 
substituierten Farbstoffs der allgemeinen Formel (I). 

Die Aktivierung eines Carboxyl-enthaltenden Farbstoffs gemaB allgemeiner 
Formel (II) erfolgt vorzugsweise durch Qberfuhren der Carboxyl-Gruppe in 
einen Aktivester oder ein Saurechlorid. Die Aktivierung erfolgt mit 
gangigen, dem Fachmann wohl bekannten Verfahren. Im Allgemeinen 
werden zur Herstellung der Aktivester gebrauchliche Reagenzien, wie z.B. 
N-Hydroxysuccinimid, N-Hydroxyphthalimid, N-Hydroxynaphthalimid, 0-(N- 
SuccinimidyD-N^N^SN'-Tetramethyluronimtetrafluoroborat (TSTU) 
verwendet. Vorzugsweise wird bei Temperaturen von O °C bis etwa 60 
°C / mehr bevorzugt bei 10 °C bis 40 °C, am meisten bevorzugt bei 20 °C 
bis 30 °C, insbesondere bei Raumtemperatur, gearbeitet. 

Insbesondere wird bei der Herstellung von aktivierten von Rhodamin 
abgeleiteten Farbstoffen bei Raumtemperatur gearbeitet, um eine 
Zersetzung der Rhodamin-Derivate zu vermeiden. Die Reaktionszeiten 
variieren dabei je nach Struktur des Farbstoffes, im Allgemeinen ist die 
Reaktion jedoch nach etwa 5-48 Stunden, vorzugsweise 8-24 Stunden, 
abgeschlossen. 

Die Umsetzung des in Schritt (a) erhaltenen aktivierten Farbstoffs erfolgt 
mit sekundaren Aminen, welche die s pater im Carboxamid-substituierten 
Farbstoff der Formel (I) erwunschten Reste R 5 und R 6 enthalten. Die 
Umsetzung erfolgt vorzugsweise bei Raumtemperatur bis zu Temperaturen 
von ungefahr 100 °C, vorzugsweise bei Temperaturen von etwa 50 °C bis 
90 °C, mehr bevorzugt ungefahr 60 °C bis 80 °C. Dazu werden der 
Aktivester und das entsprechende sekundare Amin in einem aprotischen 
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Losungsmittel, wie z.B. Acetonitril, DMF, DMSO etc., gelost und erhitzt 
(Carboxamid-Verfahren). Insbesondere muss bei der Synthese der 
erfindungsgemaS bevorzugten Carboxamid-substituierten Farbstoffe, die 
von Rhodamin abgeleitet sind, darauf geachtet werden, dass das 
Losungsmittel wasserfrei ist, um eine Reaktion mit dem Aktivester zu 
vermeiden. 

Die Amid-Bildung ist im Allgemeinen nach mehreren Stunden vollstandig 
abgelaufen. Gegebenenfalls wird der in Schritt (b) erhaltene Carboxamid- 
substituierte Farbstoff durch dem Fachmann wohl bekannte Verfahren, wie 
z.B. Extrahieren, Filtrieren, saulenchromatographische Aufarbeitung, 
Destination etc., aus der Reaktionsmischung isoliert. 

Ein wesentlicher Vorteil des beschriebenen Verfahrens ist die 
uneingeschrankte Anwendbarkeit auf alle Farbstoff e der allgemeinen Formel 
(II), welche insbesondere uber eine ortho-standige bzw. aufgrund ihrer 
Position zur Lactonbildung neigende Carboxyl-Gruppe verfugen. Beispiele 
fur einsetzbare Farbstoffklassen sind in Figur 1 aufgefuhrt. Dabei ist vor 
allem bemerkenswert, dass mittels des erfindungsgemaSen Verfahrens 
auch Amino- und Imino- bzw. Iminiumgruppen-enthaltende Farbstoffe, wie 
z.B. Rhodamine, erfolgreich umgesetzt werden konnen. 

Die entstehenden erfindungsgemaBen Farbstoffe sind besonders gut 
geeignet als Markierungsgruppen in analytischen Verfahren. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher die 
Verwendung eines erfindungsgemafcen Carboxamid-Farbstoffes gemaB der 
allgemeinen Formel (I) zur qualitativen oder/und quantitativen Bestimmung 
eines Analyten. Die erfindungsgemaSen Farbstoffe zeigen sowohl in 
chemischen als auch in medizinischen und biologischen Nachweisverf ahren 
sehr gute Ergenbisse. Die Bestimmung kann beispielsweise in wassrigen 
Flussigkeiten wie Korperflussigkeiten, z.B. Blut, Serum, Plasma oder Urin, 
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Abwasserproben oder Lebensmitteln mit dem Fachmann bekannten 
Nachweisverfahren durchgefuhrt werden. Dabei kann das Verfahren 
sowohl als Nasstest, z.B. in einer KGvette, oder als Trockentest auf einem 
entsprechenden Reagenztrager durchgefuhrt werden. Die Bestimmung der 
Analyten kann dabei Ciber eine einzige Reaktion oder durch eine Sequenz 
von Reaktionen erfolgen. 

Zum Nachweis eines Analyten wird der Carboxamid-substituierte Farbstoff 
der Erfindung vorzugsweise an den Analyten oder/und einen Trager 
gekoppelt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung wird der Farbstoff an einen Bestandteil eines 
Nach weisreagenzes gekoppelt. Ein solcher Bestandteil ist vorzugsweise ein 
universaler Rezeptor oder ein Analytanalogon. Beispiele fur derartige 
Bindepartner sind bevorzugt ausgewahlt aus Peptiden, Polypeptides 
Nukleinsauren, Nukleosiden, Nukleotiden, Nukleinsaure-Analoga und 
Haptenen. 

Der Nachweis umfasst insbesondere einen immunologischen Nachweis 
oder/und einen Nukleinsaure-Hybridisierungs-Nachweis. Der 
nachzuweisende Analyt ist vorzugsweise ausgewahlt aus Peptiden, 
Polypeptides Antikorpern, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Haptenen, 
Zellen, Zellbestandteilen, Viren, viralen Bestandteilen, Metaboliten, 
Hormonen, Neurotransmittern und Arzneimitteln. 

Als Trager kann jedes geeignete Material ausgewahlt werden, z.B. poroses 
Glas, Kunststoffe, lonenaustauscher-Harze, Dextrane, Cellulose, 
Cellulosederivate und hydrophile Polymere. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Konjugat eines 
Bindepartners mit einem Carboxamid-substituierten Farbstoff gemaBFormel 
(I). Der Bindepartner ist dabei vorzugsweise ausgewahlt aus Peptiden, 
Polypeptiden, Nukleinsauren, Nukleosiden, Nukleotiden, Nukleinsaure- 
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Analoga und Haptenen. Die Konjugate konnen beispielsweise in 
Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren oder immunchemischen Verfahren 
verwendet werden. Derartige Verfahren sind beispielsweise beschrieben in 
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 1989, Cold 
Spring Harbor. 

Die Kopplung an den nachzuweisenden Analyten oder/und den Bestandteil 
eines Nachweisreagenzes oder/und den Trager erfolgt vorzugsweise uber 
die Substituenten R 5 oder/und R 6 des Carboxamid-substituierten Farbstoffes 
der allgemeinen Formel (I). Besonders bevorzugt bildet sich eine kovalente 
Bindung aus. Insbesondere wird dies mittels der dem Fachmann wohl 
bekannten Aktivestermethode bewerkstelligt. Insbesondere geeignet dafiir 
sind Carboxyl-Gruppen oder Substituenten mit Carboxyl-Gruppen als Reste 
R 5 oder R 6 . Eine solche Carboxyl-Gruppe ist ihrerseits wiederum aktivierbar 
und kann vorzugsweise fur Kopplungen und Konjugatbildungen des 
erfindungsgemaSen Farbstoffs an Analyten, Bestandteile von 
Nachweisreagenzien oder Trager verwendet werden. 

Beispielsweise setzt sich der aus dem Farbstoff NK 50 (Verbindung 1) 
hergestellte Succinimidylester (NHS-Ester) laut HPLC- bzw. DC-Analyse mit 
Benzylamin in Acetonitril innerhalb 30 Minuten vollstandig zum 
entsprechenden Konjugat urn. Auch mit Aminoethylmaleimid erhalt man 
nach einigen Stunden eine vollstandige Umsetzung zum Maleimid-Derivat. 
Diese Verbindung konnte wiederum erfolgreich mit N-Acetylcystein 
umgesetzt werden. Mit der beschriebenen Methode lassen sich aus der 
terminalen Carboxylgruppe alle gangigen Derivate herstellen, die z.B. zur 
Ankopplung an Amino- und Thiolgruppen von Biomolekulen verwendet 
werden. 

Gegenuber herkommlichen Farbstoffen weisen die erfindungsgema&en 
Carboxamid-substituierten Farbstoffe den Vorteil auf, dass sie zwar uber 
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eine aktivierbare Carboxyl-Gruppe verfugen, diese jedoch nicht zur Lacton- 
bzw. Lactambildung neigt. 

Durch die folgenden Figuren und Beispiele soli die Erfindung naher erlautert 
werden. 

Figuren 

In Figur 1 sind Vertreter verschiedener Carboxyl-Gruppen enthaltender 
Farbstoffklassen aufgefuhrt, wobei die Substituenten weggelassen bzw. 
nicht naher bezeichnet sind. 

In Figur 2 sind erfindungsgemaSe Carboxamid-substituierte Farbstoffe mit 
koppelbarer Carboxyl-Gruppe an R 5 bzw. R 6 mit den jeweiligen spektralen 
Daten (Absorptionsmaximum, Fluoreszenzmaximum und Fluoreszenz- 
quantenausbeute) aufgefuhrt. 

In Figur 3 sind weitere Beispiele fur erfindungsgemaBe Carboxamid- 
substituierte Farbstoffe und deren spektrale Daten (Absorptionsmaximum, 
Fluoreszenzmaximum und Fluoreszenzquantenausbeute) angegeben. 

In Figur 4 sind erfindungsgemalSe bichromophore Systeme aufgefuhrt. 

Figur 5 zeigt das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum von Verbindung 
NK51 in Ethanol. 

Figur 6 zeigt das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum von Verbindung 
NK56 in Ethanol. 

Figur 7 zeigt das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum von Verbindung 
NK63 in Ethanol. 
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Figur 8 zeigt das Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektrum von Verbindung 
NK65 in Ethanol. 

Beispiele 

Die fur das Carboxamidverfahren verwendeten Farbstoffe sind entweder 
kommerziell erhaltlich oder nach literaturbekannten Synthesen oder dem 
Fachmann bekannten Verfahren darzustellen. Die verwendeten sekundaren 
Amine sind ebenfalls in den meisten Fallen kommerziell erhaltlich oder nach 
literaturbekannten Methoden zuganglich. Das bevorzugte Verfahren zur 
Herstellung erfindungsgemaBer Verbindungen ist exemplarisch anhand der 
Strukturen 1 (NK 50), 4 (NK 56), 51 (NK 67) und 18 (NK 79) beschrieben. 

Beispiel 1 : Herstellung erfindungsgemaBer Verbindungen 

Verbindung 1 (NK 50) 

1 . Stufe: Rhodamin B-NHS-Ester 

1 g (2,1 mmol) kaufliches Rhodamin B (Chlorid) und 700 mg (2,4 mmol) 
0-(N-Succinimidyl)-N,N,N',N r -tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TSTU) 
werden zusammen mit 700 ij\ Hunigbase (N-Ethyl-diisopropylamin) in 50 ml 
trockenem Acetonitril aufgenommen und bei Raumtemperatur fur etwa 
zwei Stunden verruhrt und die Reaktion dunnschichtchromatographisch 
kontrolliert. Nach beendeter Umsetzung wird von wenig farblosem 
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit 2 ml Perchlorsaure (60 %ig) 
versetzt. Durch zugiges Zutropfen von eiskalter 10 %iger 
Natriumperchloratlosung wird der Aktivester ausgefallt, abgesaugt, mit 
Eiswasser und Diethylether gewaschen und schlieSiich im 
Vakuumexsikkator uber Phosphorpentoxid scharf getrocknet. 
Ausbeute: 0,8 g 

ESI-Massenspektrum: m/z = 540,2 
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2. Stufe: NK 50 

0,5 g (0,78 mmol) Rhodamin B-NHS-Ester (Perchlorat) und 0,25 g (1,56 
mmol) 4-Methylaminobuttersaure-hydrochlorid werden in 40 ml Acetonitril 
suspendiert, mit 270 fj\ Hunigbase versetzt und zurn Ruckfluss erhitzt. Die 
Reaktion wird dunnschichtchromatographisch kontrolliert und nach dem 
Verschwinden des NHS-Esters - in der Regel vier Stunden - abgebrochen. 
Die Reaktionsmischung wird zur Trockene eingeengt und an neutralem 
Aluminiumoxid (Aktivitat I) saulenchromatographisch gereinigt. Der 
Gradient des Elutionsmittels lauft von Ethanol zu Wasser. Die 
Farbstofffraktionen werden gesammelt und einrotiert. Der Ruckstand wird 
zur Entfernung von 4-Methylaminobuttersaure-Resten in Chloroform gelost 
und gegen mit Natriumchlorid gesattigtes Wasser ausgeschuttelt. Die 
Chloroformphase wird getrocknet und einrotiert, 
Ausbeute: 0,3 g 
1 H-NMR-Daten in DMSO-d 6 : 

S 1,2 (T, 12H, -CH 3 ); 1,6 (M, 2H r -CH r ); 2,6 (D, 2H, -CH 2 -); 2,8 (S, 3H, 
-CH 3 ); 3,1 (D, 2H, -CH 2 -); 3,6 (Qu, 8H, N-CH 2 -); 6,9 (S, 2H, ArH); 7,1 (M, 
4H, ArH); 7,6 (M, 4H, ArH) 
ESI-Massenspektrum: m/z = 542,2 

Anhand des Farbstoffes NK 50 (Verbindung 1) konnte gezeigt werden, 
dass die gebildete sekundare Amidbindung unter den gangigen 
physiologischen bzw. experimentellen Bedingungen stabil ist. Die 
Carboxamidbindung wird bei Raumtemperatur innerhalb von 24 Stunden 
und bei pH-Werten zwischen pH 3 und pH 1 1 nicht gespalten. Bei erhohter 
Temperatur (100 °C) findet eine merkliche Spaltung erst im pH-Bereich 
oberhalb pH 1 1 statt. 
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Verbindung 4 (NK 56) 

1 . Stufe: MR 33-NHS-Ester 

300 mg (0,69 mmol) MR 33 warden mit 157 mg (0,75 mmol) 
Dicyclohexylcarbodiimid und 87 mg (0,75 mmol) N-Hydroxy-succinimid in 
1 5 ml Acetonitril gelost und bei Raumtemperatur fur 24 Stunden verruhrt. 
Die Reaktionsmischung wird filtriert und das Filtrat anschlie&end mit 
Diethylether versetzt. Der dabei entstehende Niederschlag wird abgesaugt 
und getrocknet. 
Ausbeute: 80 mg 

2. Stufe: NK 56 

40 mg (0,075 mmol) MR 33-NHS-Ester werden zusammen mit 25 mg 
(0,15 mmol) 4-Methylaminobuttersaure-hydrochlorid und 30 //I Hunigbase 
in 20 ml Acetonitril gelost und fur etwa eine Stunde zum Ruckfluss erhitzt. 
Die Reaktion wird dCinnschichtchromatographisch kontrolliert. Nach 
Beendigung der Umsetzung wird zur Trockne einrotiert und der Ruckstand 
an Kieselgel mit einem von Chloroform uber Ethanol zu Wasser 
verlaufenden Gradienten saulenchromatgraphisch gereinigt. 

Verbindung 51 (NK 67) 

0,5 g (0,78 mmol) Rhodamin B-NHS-Ester (Perchlorat) und 0,3 g (1,56 
mmol) N-Methyl-D-glucamin werden in 20 ml Acetonitril gelost und zum 
Ruckfluss erhitzt. Die Isolierung des Produktes erfolgt 
saulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/Ethanol 9:1. 
ESI-Massenspektrum: m/z = 620,3 



WO 2004/055117 



PCT/EP2003/014534 



- 29- 

Verbindung 18 (NK 136) 

1 . Stufe: NK 1 35 

11 g Resorcin (100 mmol) und 10,8 g Cyclohexandicarbonsaureanhydrid 
(Isomerengemisch, 70 mmol) werden gemischt, fein gemorsert und auf 
dem Olbad bei etwa 1 80 °C aufgeschmolzen. Im Verlauf der Reaktion wird 
die Schmelze test. Die Reaktion ist nach ca. 4 Stunden beendet. Nach dem 
Erkaiten wird der Feststoff zermorsert und mit Wasser ausgekocht, 
abgesaugt und grundiich mit Wasser gewaschen. 

Das rohe Produkt kann fur die nachste Stufe ohne Reinigung eingesetzt 
werden. Zur weiteren Reinigung kann das Produkt in verdunnter 
Natronlauge aufgelost und mit halbkonzentrierter Schwefelsaure wieder 
ausgefallt werden. 

2. Stufe: NK 135-NHS-Ester 

100 mg (0,3 mmol) NK 135 werden in 10 ml Acetonitril unter Zusatz von 
etwa 100 //I DMF und 0,5 ml 20 %iger wassriger 
Tetraethylammoniumhydroxidlosung gelost und mit 72 mg (0,35 mmol) 
Dicyclohexylcarbodiimid und 40 mg (0,35 mmol) N-Hydroxysuccinimid 
versetzt. Die Losung wird fur 1 2 Stunden bei Raumtemperatur verruhrt, 
dann im Vakuum bei etwa 40 °C zur Halfte eingeengt, filtriert und 
anschlie&end wird durch Zugabe von Wasser ein Feststoff ausgefallt. Das 
Rohprodukt wird abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und im Vakuum 
uber Phosphorpentoxid getrocknet. Der Feststoff enthalt auch nicht 
umgesetztes Edukt. 

3. Stufe: NK 136 

100 mg des so erhaltenen Feststoffs werden mit 200 mg 
4-Methylaminobuttersaure-hydrochlorid in 1 0 ml Acetonitril suspendiert und 
mit 250 jj\ Hunigbase fur drei Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Die 
Reaktionslosung wird zur Trockne einrotiert und an Kieselgel mit einem von 
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Chloroform zu Ethanol verlaufenden Gradienten saulenchromatographisch 
isoliert. Die letzte farbige Zone enthalt das gewunschte Produkt. 
ESI-Massenspektrum: m/z = 434,1 

5 Beispiel 2: Beispiele zur Konjugatbildung 

NK 50-NHS-Ester 

0,5 g (0,78 mmol) NK 50-Perchlorat werden in 20 ml trockenem Acetonitil 
io gelost, mit 250 mg (0,85 mmol) TSTU und 170 jj\ (1 mmol) Hunigbase 
versetzt und bei Raumtemperatur geruhrt. Nach beendeter Umsetzung wird 
die Losung im Vakuum auf etwa ein Viertel eingeengt, mit 1 ml 60 %iger 
Perchlorsaure versetzt und durch Zutropfen von 20 %iger 
Natriumperchloratlosung der Farbstoff ausgefallt. Der Feststoff wird 
15 abgesaugt, grundlich mit Wasser und Diethylether gewaschen und im 
Vakuum uber Phosphorpentoxid im Olpumpenvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 0,4 g 

ESI-Massenspektrum: m/z = 639,3 



25 
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NK 50-Aminoethyl-maleinimid 

0,1 mmol NK 50-NHS-Ester werden in 5 ml trockenem Acetonitril geldst, 
mit 0,15 mmol Aminoethyl-maleinimid und 30 //I Hunigbase versetzt. Die 
Losung wird fur 5 Stunden bei Raumtemperatur verruhrt, filtriert und in 
Diethylether getropft. Der so erhaltene Niederschlag wird im 
Olpumpenvakuum getrocknet. 



10 




NK 50-Aminoethyl-maleinimid-Cystein-Konjugat 

0,1 mmol NK 50-Aminoethyl-maleinimid werden in 20 ml Ethano! gelost 
und portionsweise mit insgesamt 0, 1 5 mmol Cystein versetzt. Man verruhrt 
bei Raumtemperatur und tropft nach etwa 2 Stunden ca. 50 ml einer 10 
%igen Natriumperchloratlosung hinzu. Der ausgefallene Feststoff wird 
abfiltriert und im Vakuumexsikkator uber Phosphorpentoxid getrocknet. 
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NK 50-dUTP-Konjugat 

10 jjmol 5-(3-Aminoallyl)-dUTP werden in 0,5 ml 0,1 M 
Natriumborat-Puffer (pH 8) gelost und mit einer Losung von 5 //mol NK 
50-Aktivester in 1 ml aminfreiem N,N-Dimethylformamid versetzt. Die 
Losung wird 1 5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt, das Losungsmittel 
im Vakuum abdestilliert und der Ruckstand chromatographisch gereinigt. 



10 




NK 50-Digoxin-3-Carboxymethylether-Diaminodioxaoctan-Konjugat 
(Dig-CME-DADOO) 

0,02 mmol NK 50-Aktivester werden mit 0,02 mmol Dig-CME-DADOO in 
Acetonitril fQr 1 8 Stunden bei Raumtemperatur verruhrt. Die Losung wird 
eingeengt und der Ruckstand chromatographisch gereinigt. 



25 
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Anspruche 



5 



10 



15 



20 



25 



Carbbxamid-substituierter Farbstoff der allgemeinen Formel (I) 



Y = Sauerstoff, Schwefel, Selen, CR a R b , NR C , eine direkte 
Verknupfung oder -R 14 und -R 15 darstellt; 

R lf R 3 , R 4 unabhangig Wasserstoff, Halogen, -O e , eine 
Hydroxygruppe, Thiolgruppe, Aminogruppe, Ammoniumgruppe, 
Sulfogruppe, Phosphogruppe, Nitrogruppe, Carbonylgruppe, 
Carboxygruppe, ein Carbonsaurederivat, eine Nitrilgruppe, 
Isonitrilgruppe, Cyanatgruppe, Isocyanatgruppe, Thiocyanatgruppe, 
losthiocyanatgruppe oder eine geradkettige, verzweigte oder 
cyclische gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffgruppe mit 
bis zu 40 Kohlenstoffatomen darstellen; 

R a , R 5/ R c und R 14 , R 15 unabhangig die gleichen Bedeutungen haben, 
wie es fur R,, R 3 , R 4 definiert ist; 




R 2 = O; 




oder 




darstellt, wobei 
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R 7 r Rs* R 9 unabhangig Wasserstoff oder eine geradkettige, 

verzweigte oder cyclische gesattigte oder ungesattigte 

Kohlenwasserstoffgruppe mit bis zu 40 Kohlenstoffatomen 
darstellen; oder 
R, zusammen mit R 2 




R11 



darstellt, wobei 

Rio/ R iv R i3 die g'eichen Bedeutungen haben, wie es fur R 1f R 3 , R 4 
definiert ist; 

R 12 = O, o — R 18 oder <^ 
darstellt, wobei 

R 16 , R 17/ R 18 die gleichen Bedeutungen aufweisen, wie es fur R 7/ R 8 , 
R 9 definiert ist; 

R 5/ R 6 unabhangig eine geradkettige, verzweigte oder cyclische 
gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffgruppe mit bis zu 40 
Kohlenstoffatomen darstellen; 

Cyc1 einen organischen Rest darstellt, der ein Ringsystem umfasst, 
ausgewahlt aus aromatischen, heteroaromatischen, chinoiden und 
cycloaliphatischen Ringen; 



Cyc2 einen organischen Rest darstellt, der ein Ringsystem umfasst, 
ausgewahlt aus aromatischen, heteroaromatischen, chinoiden und 
cycloaliphatischen Ringen; 
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wobei jeder der Reste in dem Farbstoff der Formel (I) mit einem oder 

mehreren benachbarten Resten ein Ringsystem bilden kann; 

und X, wenn es zum Ladungsausgleich erforderlich ist, ein oder 

mehrere ein- oder mehrwertige Anionen darstellt; 

mit der Ma&gabe, dass in der allgemeinen Formel (I) nicht 

gleichzeitig 

Y = Sauerstoff, 

Cyc1 = Phenyl oder substituiertes Phenyl, 
7 Cyc2 = Hydroxy-, Ether- oder Ester-substituiertes Phenyl 
und 

R 2 « O 
darstellen. 



Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 1 , wobei Cyc2 
einen Stickstoff-enthaltenden Heterocyclic oder ein Ringsystem 
darstellt, welches mit mindestens einer Aminogruppe substituiert ist 

oder/und R 2 = N \ 

darstellt oder 
zusammen mit R, = 




darstellt, 



wobei R 12 = n - 



ist, wobei R 7 , R 8 ; R 10/ R n , R 13 und R 16 , R 17 wie in Anspruch 1 
definiert sind. 
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3. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 1 oder 2, wobei 
Cyc2 in Formel (I) eine Struktur (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), 
(H)oder (J) aufweist, 




WO 2004/055117 



PCT7EP2003/014534 



- 37 - 

wobei R jeweils unabhangig wie R lf R 3 , R 4 in Anspruch Idefiniert ist; 
R i9/ R 2o uncl R 22* R 23 unabhangig wie R 7 , R 8 in Anspruch 1 definiert 
sind; und 

R 21 wie R 7 in Anspruch 1 definiert ist und die gestrichelten Linien 
gegebenenf alls Doppelbindungen bedeuten, bei deren Vorhandensein 
die uber eine gestrichelte Linie gebundenen Reste fehlen. 



4. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei Cyc1 substituiertes oder unsubstituiertes Phenyl, 
Naphthyl, Pyridyl oder Cyclohexyl darstellt. 

5. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, wobei 

darstellt, worin R 7 und R B wie in Anspruch 1 definiert sind. 

6. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 5, wobei mit 
R 8 oder/und R 3 mit R 7 verbruckt ist und ein Ringsystem bildet. 

7. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 6, wobei das 
oder die Ringsystem/e 5- oder 6-gliedrige Ringe enthalten. 



8. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 7, wobei ein 
Ringsystem der Struktur (K), (L), (M), (N) oder (O) gebildet wird: 
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R 



(O) 

wobei R jeweils unabhangig wie R lf R 3 , R 4 und R 7 , R 8 wie in 
Anspruch 1 definiert sind, 

und die gestrichelten Linien gegebenenfalls Doppelbindungen 
bedeuten, bei deren Vorhandensein die uber eine gestrichelte Linie 
gebundenen Reste fehlen. 

9. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der Anspruche 1 bis 
4, wobei 

R 2 zusammen mit R-, 




R11 



darstellt, worin R 10 - R 13 wie in Anspruch 1 definiert sind. 
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10. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 9, wobei 
R 12 = O darstellt. 

1 1 . Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 9, wobei 

darstellt, worin R 16 und R 17 wie in Anspruch 1 definiert sind. 

1 2. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, wobei Y = Sauerstoff darstellt. 

1 3. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der Anspruche 1 bis 
1 1 , wobei Y = Schwefel, Selen oder CR a R b darstellt, wobei R a und 
R b wie in Anspruch 1 definiert sind. 

1 4. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach einem der Anspruche 1 bis 
11, wobei Y = die Reste -R 14 und -R 15 darstellt, wobei R 14 und R 15 
wie in Anspruch 1 definiert sind. 

15. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 8, wobei Cyc1 
gegebenenfalls substituiertes Phenyl ist, Cyc2 die Struktur (E) 
aufweist und Y = Sauerstoff ist und R 7 und R 3 ein Ringsystem (K) 
bilden, R 7 und R 3 wie in Anspruch 1 definiert sind. 

16. Carboxamid-substituierter Farbstoff nach Anspruch 8, wobei Cyc1 
gegebenenfalls substituiertes Phenyl ist, Cyc2 die Struktur (A) 
aufweist und Y = Schwefel, Selen oder CR a R b darstellt, wobei R a 
und R b wie in Anspruch 1 definiert sind. 
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17. Multichromophores System, in welchem ein Carboxamid- 
substituierter Farbstoff gemaB einem der Anspruche 1 bis 1 6 Qber R 5 
oder/und R 6 an ein oder mehrere weitere Farbstoffmolekule 
gekoppelt ist, wobei R 5 und R 6 wie in Anspruch 1 definiert sind. 

1 8. Multichromophores System nach Anspruch 1 7, wobei die ein oder 
mehreren weiteren Farbstoffmolekule Carboxamid-substituierte 
Farbstoffe gemaB einem der AnsprQche 1 bis 16 sind. 

1 9. Multichromophores System nach Anspruch 1 8, wobei die Kopplung 
an R 5 oder/und R B der weiteren Carboxamid-substituierten Farbstoffe 
erfolgt, wobei R 5 und R 6 wie in Anspruch 1 definiert sind. 

20. Multichromophores System nach Anspruch 17 der Formel (III) 




worin die Reste wie in Anspruch 1 definiert sind, R jeweils 
unabhangig wie R 1f R 3 , R 4 und R 24 , R 25 und R 26f R 27 wie R 7 , R 8 in 
Anspruch 1 definiert sind, wobei n unabhangig 0, 1, 2 oder 3 und m 
0, 1, 2, 3 oder 4 bedeuten. 
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2 1 . Verf ahren zur Herstellung von Carboxamid-substituierten Farbstoffen 
der allgemeine Formel (I) gemafc einem der Anspruche 1 bis 16, 
umfassend die Schritte: 

(a) Uberfuhren der Carboxylgruppe eines Farbstoffs der 
allgemeine Formel (II) 




wobei die Reste wie in Anspruch 1 angegeben definiert sind, 
in eine aktivierte Form; 

(b) Umsetzen des in Schritt (a) erhaltenen aktivierten Farbstoffs 
mit einem sekundaren Amin HNR 5 R 6 ; und 

(c) gegebenenfalls Isolieren des in Schritt (b) erhaltenen 
Carboxamid-substituierten Farbstoffs der allgemeinen Formel 
(I). 

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei Schritt (a) bei Temperaturen 
von Raumtemperatur bis 60 °C durchgefiihrt wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, wobei in Schritt (b) ein 
aprotisches Losungsrnittel verwendet wird. 
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24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 23, wobei zur 
Aktivierung N-Hydroxysuccinimid, N-Hydroxyphthalimid, N- 
Hydroxynaphthalimid, 0-(N-SuccinimidyI)-N f N # N' f N'-Tetramethyl- 
uronimtetrafluoroborat (TSTU) verwendet wird. 

25. Verwendung eines Carboxamid-Farbstoffes gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 16 zur qualitativen oder/und quantitativen 
Bestimmung eines Analyten. 

26. Verwendung nach Anspruch 25, wobei der Carboxamid-substituierte 
Farbstoff der allgemeinen Formel (I) an den nachzuweisenden 
Analyten oder/und an einen Bestandteil eines Nachweisreagenzes 
oder/und einen Trager gekoppelt wird. 

27. Verwendung nach Anspruch 25 oder 26, wobei der Nachweis einen 
immunologischen Nachweis oder/und einen Nukleinsaure- 
Hybridisierungs-Nachweis umfasst. 

28. Konjugat aus einem Carboxamid-substituierten Farbstoff der 
allgemeinen Formel (I) nach einem der Anspruche 1 bis 16 und 
einem Bindepartner. 

29. Konjugat nach Anspruch 28, wobei der Bindepartner ausgewahlt ist 
aus Peptiden, Polypeptiden, Nukleinsauren, Nukleosiden, 
Nukleotiden, Nukleinsaure-Analoga und Haptenen. 

30. Verwendung eines Konjugats gemaB Anspruch 28 oder 29 in 
Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren und immunochemischen 
Verfahren. 



30 
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31 . Verwendung nach Anspruch 26 oder 27, wobei die Kopplung an den 
nachzuweisenden Arialyten oder/und den Bestandteil eines 
Nachweisreagenz oder/und den Trager uber die Substituenten R 5 
oder/und R 6 des Carboxamid-substituierten Farbstoffs der 

5 allgemeinen Formel (I) erfolgt, wobei die Reste R 5 und R 6 wie in 

Anspruch 1 definiert sind. 

32. Verwendung nach Anspruch 31 wobei die Kopplung uber eine 
kovalente Bindung erfolgt. 
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Ruorenabkomnilinge 



aus Naphthalsaureanhydrid 



aus Cyclohexandicarbonsaureanhydriden 



aus Pyridindicarbonsaureaiihydriden 



aus 1 ,4,5,6,7,7,-Hexachlor-5-norbomen-2,3- 
dicarbonsaureanhydrid 
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Figur2 

Spektrale Daten in Ethanol 

(s: angesSuert mit 1 % Trifluoressigsaure; b: basisch mit 1 % Triethylamin) 

A, a : Absorptionsmaximum 

X? Fluoreszenzmaximum 

r| f : Fluoreszenzquantenausbeute 
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Figur 2 (Fortsetzung) 
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Figur 2 (Fortsetznng) 



26 
NK85 




A2H5 


N (CHakCOOH 


OUl 


OZ/ 


00 
00 


27 
NK86 






^2^. N ^<CH2)3COOH 

ins 


•) /!> 


oUU 




28 
NK87 




Ah 3 


— ^ VXH3 


580 




0 


29 
NK88 


^ JL S CH 3 


570, b 




0 


30 
NK89 




f%AO 
\J*-r\J 




0 


31 
NK90 


HsC 3 




C2H5 


565 


590 


55 


32 
NK108 




XC 


*--^0 (CH^sCOOH 

C2H5 


538 


560 


90 



WO 2004/055117 



PCT/EP2003/014534 



8/18 
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Figur3 

Spektrale Daten in Ethanol 
X a : Absorptionsmaximum 
7^: Fluoreszenzmaximum 
T| f : Fluoreszenzquantenausbeute 
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Figur 3 (Fortsetzung) 
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Figur 4 
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Figur5 
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aufgefuhrten An gab en entsprechen. 

Ich bestatige hiermit, dafi ich den Inhalt der oben angegebenen internationalen Anmeldnng, einschliefilich ihrer Anspruche, 
dnrchgesehen und verstanden habe. Ich habe fan Antragsformular dieser internationalen Anmeldnng gemafl PCT Regel 4.10 samtliche 
Auslandsanmeidungen angegeben undhabenachstehendunter der Cberschrift 'TrShete Anmeldnngea", unter Angabe des Aktcnzeichens, 
des Staates oder Mitglieds der Welmandelsorganisation, des Tages, Monats und Jahres der Anmeldnng, samtliche Anmeldungen fur 
ein Patent bzw. eine Erfmderurkunde in einem anderen Staat als den Vereinigten Staaten von Amerika angegeben, einschliefilich aller 
internationalen PCT-Anmeldungen, die wenigstens ein anderes Land als die Vereinigten Staaten von Amerika bestnnmen, deren 
Anmeldetag dem- der Anmeldung, deren Prioritat beanspmcht wird, vorangeht 

Pruhere Anmeldungen: . PE . .IP.?. .5.9. .3.7 A..-. .18., 12.* 2.0Q2 



Ich eikenne hierrrntmeine Pflicht zur Offenbarung jeglicher Informationen an, die nach meinem Wissen znr Prufung der Patentrahigkeit 
in Einklang mit Title 37, Code of Federal Regulations, § 1.56 von Belang sind, einschliefilich, im Hinblick auf 
Teilrbrtsetzungs anmeldungen, Informationen, die im Zeitraum zwischen dem Anmeldetag der fruheren Patentanmeldung und dem 
internationalen PCT-Anmeldedarum der Teilfbrts etzimgsanmeldung bekannt geworden sind. 

Ich erklare hiermit, dafi alle in der vorliegenden Erklarung von mir gemachten Angaben nach bestem Wissen und Gewissen der 
Wahrheit entsprechen, und f erner, dafi ich diese eidesstattliche Erklarung in Kenntnis dessen ablege, dafi wissentlich und vorsatzlich 
felsche Angaben oder dergleichen gemafi § 1001, Tide 18 des US-Codes strafbar sind und mit Geldstrafe und/oder Gefangnis bestraft 
werden konnen und Haft derartige wissentlich und vorsatzlich felsche Angaben die Rechtswirksamkeit dervorliegenden Patentanmeldung 
oder eines aufgrund deren erteilten Patentes gefanrden konnen. 

Name: . . AWDKN- JACOB,. . Jutta 



Wohnsitz: P.? % 

(Stadt und US-Staat, fells anwendbar, sonst Land) 



Postenschrifb . . . 2 :? 

D r .go5i.3..J5iKndorf 

Staatsangehongfceit: - R? / y • 

Unterschrift des Erfinders: \ > J>?* rjf**^. Datum: . 2$.- . ft 

(fells nicht bereits das Antragsformular unterschrieben wird oder (der Unterschrift, tails das Antragsformular nichtunterscnrieben 

fells die Erklarung nach Einreichung der internationalen Anmeldnng wird oder der Erklarung, die nach Regel 26ternacn Einreichung 

nach Regel 26fer berichtigt oderhinzugemEtwird. Die Unterschrift der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

mufi die des Erfinders sem, nicht die des Anwalts) wird) 



Name: . 

Wohnsitz::. 1 ??. 



(Stadt und US-Staat, fells anwendbar, sonst Land) 

Postanschrifb -Schanzenwejg .50 

p-57076 .s.i?.g?n 

Staatsangehorigkeit . P. 3 ? . p v, 

Unterschrift des Erfinders: &'.<C./rrrC/k1j^ .... Datum: j(€&V&fLZ6 / 

(fells nicht bereits das Antragsformular unterschrieb enwird oder (derUnt^chrift, fells das Antragsfoi minar mchtunterschrieben 

fells die Eddarung nach Einreichung der mrernanonalen Anmeldnng wird oder der Erklarung, die nach Regel 26/er nach Einreichung 

nach Regel 26* erberichtigt oder hinzugefugt wird, DieUnterschrift der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

mufi die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) wird) 



gj Diese Erklarung wird auf dem folgenden Blatt fortgefuhrt, "Fortsetzungsblatt fiir Feld Nr. VHI (iv)" 



Formblatt PCT/RO/101 (Erklarungsblatt 0v)) (Januar 2002; NacMruck Juli 2003) Siehe Anmerhmgen zu diesem Antragsformular 



BlattNr. 



PCT/EP2003/014534 



Fortsetzungsblatt fur Felder Vm (T) bis (v) ERKLAkUNG 

Falls der Flaii in emem der Felder VIII (i) bis (v) nicht fir alle Angaben ausreicht, insbesondere im Falle, dafi mehr als zwei Erfinder in 
FeldNr. VUI (iy) aufgefUfirt werden: schreibenSie "Fortsetzung von FeldNr. J^.^" (gebenSie dieter des Feldes cm) undmachen^ 
die erfbrderUchen Angaben entsprechend der in dem Feld, in dem der Platz nicht ausreicht, vorgeschriebenen Art und Weise. Falls 
hmsichtlich zweier oder mehr EHddrungen der Platz nicht ausreicht, soUten Sie jeweUs em separates Fortsetzungsblattjurjede Eridarung 
einreichen. Wird dieses Forisetzwigsblatt nicht beraazt, so soUte es dem Antrag nicht beigefiigt werden. 



Name: . .S*¥^.?"SCHOT 



DE 



Wohnsitz: 

(Stadt and US-Staat, mils anwendbar, sonst Land) 

Postanschriffc Am Elger # 14 

P.T. 5 .? ?v?8 K?^^^??^. 



Staatsangehorigkeit: . PJ5 

Unterschrift des Erfinders: . Datum: ..ll m, &>#k 

(mils nicht bereits das Antragsformnlar unterschrieben wird oder (der Unterschrift, mils das Antragsfonnular nicht unterschrieben 

falls dieEddarung nach Einreichung der mternationalen Anmeldung wird oder der Eridarung, die nach Regel 26ternach Einreichimg 

nach Regel 26ferberkhtigt oder hinzugefugt wird. Die Unterschrift. der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

mnB die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) wird) 



Name: . .^^T?:?^.'. *??*kert 



DE 



Wohnsitz: 

(Stadt und US-Staat, mils anwendbar, sonst Land) 

Postanschriffc £**\ns trafie .74 

D - 57 25 0 Ne tphen 
DE 





Unterschrift des Erfinders: . , 
(mils nicht bereits das Antragsfornmfar unterschrieben^Ad oder 

mils die Eridarung nach Kmr mc\rnngdpTiTft£maftfmn]en / inm eildrmg 
nach Regel 26/er berichtigt oo^hinzugeffigf wird. Die Unterschrift 
mufi die des Erfinders sein* nicht die des Anwalts) 



Datum: . . 

(der Unterschrift, mils das Antragsfonnular nicht unterschrieben 
wird oder der Eridarung, die nach Regel 26ter nach Einreichung 
der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 
wird) 



Alexander 



Name: . . ......... f . 

Wohnsitz:. 

(Stadt und US-Staat, mils anwendbar, sonst Land) 

Postanschriffc . JS immexxiar . JS tc , . .3 A 

D-5549 0 1 Mengerschied 
DE 




Unterschrift des Erfinders: 

(mils nicht bereits das Antragsfonnular uaiukschrieben wird oder 
fells die Eridarung nach Einreichung der internationalen Anmeldung 
nach Regel 26r^berichtigt oder ninzugefugtwird. Die Unterschrift 
muB die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) 



Datum: . 8 Sr. 

(der Unterschrift, mils das Antragsfonnular nicht unterschrieben 
wird oder der Eridarung, die nach Regel 26/ernach Einreichung 
der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 
wird) 



Name: 

Wohnsitz: 

(Stadt und US-Staat, mils anwendbar, sonst Land) 

Postanschriffc 



Staatsangehorigkeit: 

Uhterschrift des Erfinders: Datum: 

(mils nicht bereits das Antragsformnlar unterschrieben wird oder (der Unters cnrift, mils das Antragsformular nicht unterschrieben 

falls die Eric-13nmg war-h Kinnetchrmg dprfntRrnqti^alen Amneldnng wird oder der Eridarung, di e nach Regel 2 6 ter nach Einreichung 

nach Regel 26ter berichtigt oder hinzugefugt wird. Die Unterschrift der internationalen Anmeldung berichtigt oder hinzugefugt 

mufi die des Erfinders sein, nicht die des Anwalts) wird) 



Formblatt PCT/RO/1 0 1 (Fortsetzungsblatt fur Eridarungen) (Marz 2001; Nachdruck Joli 2003) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



